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論 文 内 容 要 旨
序論
細胞は外界 の浸透圧の変化 に抗 して恒常性 を維持 するための機構 を備 えてい る。 この よう
な機構はあ らゆ る細胞 に普遍的 に認め られ 、浸透圧応答 と総称 され る。大腸 菌な どの原核
生物は浸透圧 セ ンサータンパ ク質が転写制御 因子 を直接 活性化 し、浸透圧応答 遺伝 子群 を
誘導す る。一 方、出芽酵母 などの真核 生物 は浸透圧 セ ンサー経路 が複雑な上、mitogen-
activatedprotein㎞ase(MAPK)カ スケー ドと呼 ばれ る機 構 が存在 してお り、原核生物 よ り
も遥かに複雑化 している。真核 生物の浸透圧 応答の研究 は、遺伝学 的解析の容易な 出芽酵
母 ∫αoo加ro〃ワoε50θrθvゴ5'αθにおいて最 も進展 してお り、high・osmoladtyglycerolresponse経
路(HOG経 路)の ほぼ全容が解 明され てい る(Fig.1)。HOG経 路 は上流の二つの浸透圧 セ
ンサー経路(Slnlp、Sholp)とSsk2p/Ssk22pMAPKKKs、StellpMAPKKK、Pbs2pMAPKK
、Ho91pMAPKを 含む下流因子か ら構 成 されてい る。Sln1P経 路 は一般 的に二成分性情報
伝達経路 と呼 ばれ、 ヒスチ ジンキナーゼSlnlp→ リン酸基仲介 因子Ypdlp→ レスポ ンス
レギュ レー ターssklpが 、His-Aspリ ン酸 基 リレー を形 成 してい る。通常、 リン酸化型
Ssklpは 不活性 化状態 となってい るが、高 浸透圧刺激 に よってSlnlpが 不活性化 し、 この
結果、活性化 型 となった非 リン酸化型Ssklpが 下流のSsk2p/Ssk22pを 活性化 す る。一方、
高浸透圧 下にお いてPbs2pはSholpのSH3ド メイ ンと結 合 し、その結果 としてStellpを
介 してPbs2pは 活性 化 され る。HOG経 路 の活性化 によ り、浸透圧応答 に必要な遺伝子、
例 えば グリセ ロール合成遺伝子群の誘導 が引 き起 こされ、菌体内に グ リセロール を蓄積 す
ることで細胞外 との浸透圧差 をな くすこ とが知 られ てい る。 また、HOG経 路の遮断は高
浸透圧感 受性 を引 き起 こ し、逆 にHOG経 路 の恒常的な活性化 は致死 となる。
近年、酵母以外 の真核微生物(50漉05αoo加707ηyoe5ρo〃1∂θ、(】伽読面 α1わ,oαη5、Nθμro解oro
o7α∬α、漁9η4ρoπ舵grむeα・廊ρ8γ9〃 M∫ぬ1αη5など)に お いて もHo91Pホ モ ログの存在
が報告 されて いる。これ らすべてのHoglpホ モ ログは高浸透圧条件で の生育 に必須で あ
るが、興味深 いこ とに、五 ηノぬ1α〃3加炉 破壊株 は高浸透圧培地での生育が可能 で ある。
このことは、オ.ηf4〃1αη5が真核微生物 の 中で も頑強な浸透圧応答 システ ムを有す るこ とを
示唆 してい る。廊 ρθrg∫11〃5属カ ビは、産 業上 有用な カビ(40削2α θ・オ.ηノ9θr)だけでな く、
ヒ トや植物 に感 染す る病原性 カ ビ 但,ル履go燃 、孟ノZ酬〃5)も存在 する。4.η'ぬ1伽5は 酵母
に継 ぐ真核微生物 のモデル生物で あ り、 このHOG相 同経路 の研究 は、学術 的知見 だけで
はな く抗真菌剤 の開発 な どへ も大 き く貢献 で きる と考 え られ る。そ こで本研究で は、浸.
η'ぬ1αη3のHOG経 路の全 容を明 らかにす る ことを目的 とし、経路構 成遺伝 子の単離、酵
母相 同遺伝 子 との比較解析、遺伝 子破壊 株 を用い た遺伝学 的解析 を行 った。
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第1章!猛5p8疋g'〃 鰐 〃'4〃'姻5二 成 分 性 情 報 伝 達 系TcsB-YpdA-SskAの 解 析
肉 ρθrgノ〃〃∫η∫ぬ1αη∫の ゲ ノ ム 配 列 はWhiteheadInstituteCenterfbrGenomeResearch(WICGR:
httP://www・9enome・wi.mit・edu/annotation/f㎞gyaspergillus/index.h㎞1)に よ って 解 析 が 行 わ れ
た 。Zη3'1∫co解析 に よ り、 オ.ηfぬ1傭 が酵 母HOG経 路 相 同経 路 の すべ て の遺 伝 子 を有 す る
こ と を見 出 した(Table1)。 オ.ηfぬ10η5のHOG経 路(以 下AnHOG経 路)の 研 究 を始 め る に
当 た り、 浸 透圧 セ ンサ ー 経 路 に着 目 した 。 ま ず、 酵母 の 二 成 分 陛情 報 伝達 系Slnlp-Ypdlp-
Ssk1Pホ モ ロ グ を コー ドす る と予 想 され る遺 伝 子 を オ.η1ぬ10η3のcDNAラ イ ブ ラ リー か ら
単 離 し、 そ れ ぞれ`c∫β、yρ姐 、 ∬姐 と名 付 け た@∫Bに つ い て は 当研 究室 の勝 野 泰 朗 が 単
離 した》 本 章 では 、 酵 母 変 異 株 を用 い た機 能 相補 実 験 、 遺 伝 子 破 壊 株 の作 製 と そ の表 現
型 の解 析 を 行 った 。*本 要 旨 にお い て は 特 に 断 りのな い 限 り、 娚Bや 飢1四 は遺 伝 子 、
TcsBやSlnlpは タ ンパ ク 質 、`c3β△ や51η1△ は 遺伝 子 破 壊 株 を意 味 す る。
1)∫c∫Bの機能解析
酵母51η1△は、恒 常的 なHOG経 路の活性化 を引 き起 こ し致 死 とな る。温度感受性 ∫1η!イ3
株 にて'c3Bを 発現 させ た とこ ろ致死性 を相 補 したが、推 定 リン酸化部位 であるHis552、
Asp989変 異体や推 定膜 貫通 領域 を欠失 させた変異体 は相補 しなか った(Fig.2)。 以上の結
果 か ら、TcsBはSlnlpと 同様 に働 く浸透圧 セ ンサー ヒスチ ジンキナーゼである ことが示
され た。浸.ηf4ぬη5内 にお け る機能 を調 べ るために 盗B△ を作 製 したが、野生株 と表現型
の違 いは見 られなか った(Fig..5)。
2)〃 姐 の機 能解析
酵母 〃41△ は、∫1〃1△と同様 に恒常的なHOG経 路 の活性化 を引 き起 こ し致死 とな るが、
Ho91Pを 不活性化す るチ ロ シ ンポスファターゼP狸2を 過剰発現 させることで抑 制 され る。
ル 耐 を ル41△ で発現 させ た ところ、P7P2の 発現抑制条件 下 にお いて 〃41△ の生 育が認め
られたが、推定 リン酸化 部位 で あるHis85変 異体 〃朗 は相補 しなか った(Fig.3)。 以上の
結果 か ら、YpdAは リン酸基 仲介 因子 と して働 くことが示 され た。 また、度重 な る形 質転
換 にも関わ らず、〃 姐 の破 壊株 を取得 で きなかったこ とか ら、〃磁 は必須 な遺伝 子で あ
る可能性 が考え られ た。
3)∬ん{の 機能解析
酵母 ∬〃△伽1△ は、Ho91pMAPKカ スケー ドに浸透圧 ス トレス シグナル を伝 達で きない
ため高浸透圧感受性 とな る。 この変異体 で ∬姐 を発現 させた ところ、高浸透圧感 受性 を
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相 補 す るこ とがで きたことか ら(Fig.4メSskAは レスポ ンス レギュ レーター と して働 くこ
とが示 され た。次 に、オ.η'4蜘欄 内における機能 を調べ るために ∬届 △ を作製 した。
∬ん仏 は、 加g4△(加g4△ は当研究室の星 由紀子が作製 した)と 同様 にわずかな高浸透圧感
受性 を示 した(Fig.5)。
4)∫05β△、∬姐 △にお けるHogAの 活性化 レベルの解析
ヒ トの抗 リン酸化p38MAPK抗 体 を用いて、HogAの リン酸化状態 すなわち活性 化状態 を
検 出す るこ とがで きる。オ.〃'4〃」傭 の野生株 は、高浸透圧 や酸化ス トレス刺激 に よって一
時 的 に活性化 され る(Fig.6A,B)。31〃 △にお けるHoglpと 異な り、'03B△ のHogAは 恒常
的な活性 化 はされ てお らず、高浸透圧刺激 に対 して も野生株 と同様 に応答 していた(Fig.
6C,D)。 一方、∬姐△にお け るHogAは 、高 浸透圧 や酸化 ス トレス刺激 の どち らで も活性
化 を受けなか った(Fig.6c,D)。 この結果か ら、HogAの 活性化はsskAす なわ ち二成分性
情報伝達 系 に依 存 してい ることが明 らか とな った。
第2章.45p2避g'〃 媚 π」4〃颪α〃5HOG経 路 にお け るMAPKKの 活性 化 機 構 の解 析
酵母 のHOG経 路 は、Slnlp経 路 とSholp経 路 の どち らかが遮断 され た場合、 もう一方 の
経路依存 的にHoglpが 活性化 され る。 また、Pbs2pはShllp経 路 とSho1や 経路の合 流地 点
で あ り、 上流因子(Ssk2p/Ssk22p、Sholp、Stellpな ど)と の結合 ドメイ ン(Fig.7)や 活性化
機構 の解析 が行 われている。第1章 において、∬彪仏 のHogAが 活性 化 され なか ったこと
か ら、An:HOG経 路 におけ るMAPKKの 活性化機構 がPbs2Pの 場合 と異 なる可能性 が考え
られ た。 そこで、SskA下 流 に存 在する と予想 され るSsk2PISsk2P、Pbs2Pホ モロ グをコー
ドす る ∬凪pわ5β 及びSholpホ モ ログをコー ドす る5加 頭 について解析 した。
1)∬κ8△、ρ加B△ の解析
酵母 ∬κ2△∬丸22△は、Sln1P経 路 が遮断されて い るが、Sho1P経 路 に よるHo91Pの 活性化
が起 こるため高 浸透圧条件で も生 育可能であ る。pδ32△は両経路 が遮 断 され るため、高浸
透圧感 受性 とな る。一方、オ.〃'4ぬ燗 の ∬超△ とpδ∫.8△は、共にわ ずか な高浸透圧 感受性
を示 し、 その生育低下 レベルは ∬姐△と同程度 であ った(Fig。5)。 また、 ∬溜△ とpδ∫β△に
お けるHogAの 活性化 も観察 され なか った(Fig.6C,D)。 これ らの結 果 か ら、AnHOG経 路
はSskA→SskB→PbsB→HogAと い う直線的な経路 を構成 しているこ とが明 らか とな った。
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2)訪oオ の機能解析
∬姐△や ∬紹 △がわずかな高 浸透圧 感受性 を示 したこ とは、PbsBに 別経 路 か らのシグナル
が伝達 されてい ないことを示唆 して いる。 そこで、オ.η∫4〃10那のShoAが 機 能 を有 して い
るのか を酵母 を用いて検 討 した。酵母 ∬た2△∬κ22△3乃01△は、二つのセ ンサー経路が遮断
されてい るため高浸透圧 感受性 とな るが、 この変異株で 訪oオ を発現 させた ところ、高浸
透圧培地 での生育が認め られ た(Fig.8)。 この結果か ら、ShoAそ の もの は機 能 を有 してお
り、遺伝学 的にPbs2pと 結合 で きる ことが示 された。
3)PbsBとPbs2pの 比 較解 析
PbsBとPbs2pの ア ミノ酸 配 列 を比 較 した と こ ろ、Pbs2pに 存 在 す るSsk2p/Ssk22p結 合 ド
メ イ ンやSholp結 合 ドメ イ ン(=Pro-richmotif)は 保 存 され て い な い よ う に 思 わ れ た(Fig.g)
。 酵 母pδ52△ に お いて ρゐ3Bを 発 現 させ た と こ ろ、 高 浸 透 圧 感 受性 を相 補 す る こ とがで き
た(Fig.10A)が 、PbsBがssk2p/ssk22pとsholpの どち らか ら活 性 化 を 受 け た の か とい う
疑 問 が生 じた 。 そ こで、 片 方 の 経 路 が欠 損 したp652△(3乃01△ 助32△ 、 ∬左2△∬ん22△pう52△)
に お いてpわ3Bを 発現 させ た と こ ろ、 鈎01△pわ52△ の 方 だ け を機 能 相 補 した(Fig.10B)。 こ
れ らの結 果 か ら、 酵 母 内 に お け るPbsBの 活性 化 はSsk2p/Ssk22pに 依 存 して お り、PbsB
はSholpと 結 合 で きな い こ とが 示 唆 され た。
4)Pbs2pのPro-dchmotifを 挿 入 したPbsB変 異体(PbsB(Pro))の 機 能 解 析
浸。η'ぬ1αη∫内 にお いて 、PbsBは 典 型 的 なpro.richmotifを 持 た な い た めShoAと 結 合 で き
ず、 その 結 果 と して、HogAの 活 性 化 はSskAやSskB依 存 的 に起 こ る と予 想 した。 そ こで 、
pbsBのN末 端 領 域 にPbs2p由 来 のPro-richmotif(KPLPPLPV)を 挿 入 した 変 異 体PbsB(Pro)
を作 製 した(Fig.11A)。PbsB(Pro)は ∬盈△∬κ22△ρδ52△の 高 浸 透 圧 感 受 性 を相 補 で きた
(Fig.11B)こ とか ら、PbsB(Pro)とSholpの 遺 伝 学 的相 互 作 用 が 示 され た。 次 に、PbsB(Pro)
をHogAを 活性 化 す るこ とが で きな い ∬届 △に お い て 発 現 さ せ た と こ ろ、 高 浸 透 圧 感 受性
の 回復 は 見 られ ず、HogAの 活 性 化 も観 察 され な か っ た(Fig.12)。 これ らの 結 果 か ら、
pbsBがpro.hchmotifを 持 た な い こ とに加 えて 、ShoAか らの 高 浸透 圧 応 答 シ グナ ル が
PbsBに 伝 達 で きな い何 らか の 欠 損 が存 在 す る もの と予 想 さ れ た。
第3章 オΨ8避9'〃〃M'4〃'απ5の 第2のHo91pMAPKホ モ ロ グ の解 析
以上の結果か ら、AnHOG経 路は、二成分性情報伝達経路依存的に活性化され、ShoAは
一407一
経路 の活性化 には関与 しな い ことが示 された。 しか しなが ら、AnHOG経 路 を遮断す るよ
うな変異体 ∬b仏 ～加g濯△は酵母 加g1△ や 亙c7α∬αo∫一2変異株 ほ ど劇的な高浸透圧感受性
を示さない こ とか ら、浸。〃f4〃1伽5は未知の高浸透圧応 答 システム を有 するこ とが予想され
る。真核微 生物のゲ ノム比較解析 において、オ柳θアgj11〃∫属がHoglpMAPKホ モ ログを二
つ もし くは三つ持つ ことを見出 した。そ こで、本章では オ.ηゴ4μ1αη5が持つ 〃3雌CMAPK遺
伝 子について機 能解析 を行 った。
1)オ.η14〃1α澗 の4つ のMAPKに つ い て
浸.η'ぬ1αη5は 、4つ のMAPK、HogA(酵 母Ho91Pホ モ ロ グ;HOG経 路 メMpkA(Mpk1Pホ
モ ログ;cellintegrity経 路)、MpkB(Fus3p/Ksslpホ モ ロ グ;Mating経 路 、擬 菌 糸形 成 経 路 メ
Mpkc(Hoglpホ モ ログ)を 持 つ(Fig.13)。HogAと}loglpの 相 同性 は 約75%と 高 い が、 他
のMAPKど う しの相 同性 は70%弱(例 え ばMpkAとMpklpは67%)で あ る こ と、 ス トレ
ス応 答 性MAPK特 異 的 なThr-G1y-Tyrと い う リン酸化 部位 モ チ ー フ が保 存 され て い る
(Fig.14)こ とか ら、MpkcはHoglpの ホ モ ロ グで あ る可 能性 が 考 え られ た。
2)〃瞬C△ の解析
オ.ηfぬ1伽5内におけ る機能 を調 べ るために 〃1ρκ △を作製 した。耀擁C△ は、通常条件で も
高浸透圧 条件 にお いて も、 野生株 と表現型 の違 いは見 られなか った(Fig。5)。HogAと
MpkCは 、AnHOG経 路 でred㎜dantな 働 きを してい る可能性 があ るが、乃09!仏がわずかに
高浸透圧感 受性 を示 した こ とか ら、η擁Cは ス トレス応 答に必須で はないこ とが示唆され
た。
3)MpkCのHo91Pホ モ ログ と してのポテ ンシャルの検討
通 常条件や高浸透圧条件 にお いて、〃卿Cの 転 写産物 を検 出す ることはできず、 発現 して
いないも しくは特殊 な条件 で のみ発現 して いると考え られた。 そこで、耀擁Cを 麹菌 のグ
ル コア ミラーゼ遺伝子 プ ロモー ターの制御 下で 加g4△ において強制発現 させた結果、
加g4△ のわずかな高浸透 圧 感受性 を抑制 す ることがで きた(Fig.15A)。 さらに、 この強制
発現株 にお いて、HogAと は異 な る位 置に リン酸化MpkCと 考え られ るシグナルが検 出さ
れた(Fig」5B)。 これ らの結果 か ら、MpkCはHo91Pホ モ ログ としてのポテ ンシヤル を持
ち、強制発現 させた場合 に活性 化 を受 けるこ とが確認 され た。
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総合考察
オ.η∫伽1α〃3のHOG経 路(AhHOG経 路)の 全容 を明 らかにするため、酵母 のHOG経 路 を構
成 す る遺伝 子のカ ウンターパー トとな る遺伝 子 を オ,ηノぬ1傭 か ら単離 し、酵母の変異株 を
用 いた機能 相補実験 や遺伝子破壊株 の表現型の解析 を行 った。本研 究 によって考 え られ た
オ。〃∫ぬ1朗5の 高浸透圧応答経路のモデル 図をFig.16に 示 した。
オ.η∫4〃1αη5のTcsB-YpdA-SskAは 、酵母 のSlnlp-Ypd1P-Ssklpと 類似 のメカニズ ムで働 く
ことが推測 されたが、瑠B△ が 目立 った表現型 を示さなかったこ とか ら、TcsB以 外 に も
YpdAヘ リン酸基 を転移 す るヒスチ ジ ンキナーゼの存在 が示唆 され た。五 ηf4μ1α階 はTcsB
以外 に も、TcsAと い うPASド メイ ンを有 す るヒスチジンキナーゼ を持 ち、TcsAは
basic-regionhelix-loop-helix(bHLH:)転 写制御 因子DevRと の関係 が報告 されているが、
AnHOG経 路 に関与 するか どうかは定 かではない。亙crα∬αにお いて、90ア ミノ酸配列 が
6り タ ンデム化 され た ㎜ ドメイ ンを持り ヒスチ ジンキナーゼNik-1は 、Os.2甑PK
の上流 因子であ ることが報告 されて い る。オ,η∫4〃1備は少な くとも15種 類の ヒスチ ジ ン
キナ ーゼ を持 つため、 この 中のい くつ かがYpdAと 相互作 用 する と考 え られ る。ゲ ノム解
析 が行 わ れたすべての真核 微生物にお いて、Ypd1Pホ モ ログは一つ しか存在 しな いこ とが
推 定 され てい る。 この ような事情 か ら、Yp(嫉 はYpdlpと 同様 に必須 なタ ンパ ク質で あ り、
その た め遺伝 子破壊株 を取得で きなか ったのかも しれない。オ.ηfぬ10η5は∬層 を欠損 し
ただ けで高 浸透圧感 受性 にな り、HogAの 活性化 も見 られ なかった。WTで 見 られ る
HogAのbasalレ ベル の リン酸化も ∬姐△ にお いて は観察 されなか った こ とか ら、HogAを
活 性化 す る刺 激はすべてSskAを 介 す ることが示唆 された。
∬姐△、 ∬紐 △、pδ3β△が 同程度の高浸透圧感 受性 を示 したこ とか ら、AnHOG経 路 はSskA
に制御 され るnon-redmd{mtなMAPKKK、MAPKKか ら構成 されて いる ことが明,らか とな っ
た。pbs2pはSlnlp経 路 とSholp経 路 か ら活性 化 され、そのために必須 な結合 ドメイ ンを
有 してい る。 しか し、PbsBが 典型 的なPro-richmotifを 持 たない ことが原 因のひ とつで、
ShoAがAnHOG経 路 の活性化 には関与 しな いこ とが示唆 され た。興味 深い ことに、 亙
crα∬αもSholpホ モ ログ を持つが、Ssk2p/Ssk22pホ モログのOs-4を 欠損 しただけで高浸
透圧 感 受性 となるこ とか ら、高浸透圧 応答MAPK経 路 が一本のカスケー ドか ら構成 され
て い る ことは糸状菌 に共通 す るこ となのか も しれ ない。酵母Sho1P経 路 がHOG経 路 を活
性化 す る際 にStellpMAPKKKがPbs2Pを 直接 的に活性化す る。StelIPはHOG経 路 以外
にも、Mating経 路 や擬 菌糸形成経路 な どにも関与す るため、酵 母は経路 の混線(ク ロス トー
ク)を 防 ぐための手段 をい くつ か持 って い る。酵 母は・少な くとも四つ のMAPK経 路 を持
つ が、躍.η14〃10〃5や1>orα∬αなどの糸状 菌は、MAPKKKとMAPKKを 三つずつ しか持 た
な いこ とか ら、MAPK経 路は三つ しか存在 しない可能性 が高 い。護.η∫4μ1鰯のShoAが
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AnHOG経 路 に関与 しないのは、余計なクロス トー クを防 ぐため の進化 上の手段 なのかも
しれな い。糸状 菌は、3holp相 同経路が高浸透圧応答経路 に関与せ ず とも、複 数の ヒスチ
ジンキナー ゼ を持つことで、幅広 いス トレス感知 が行 える と想像 で きる。 また、Sholpが
HOG経 路 を活性化 するめは酵母特有の現象であ る可能性 も考 え られ る。Sholpが 感知す
るシグナル は未解明であ り、 それ ゆえSholpは 直接的な浸 透圧 セ ンサ ー とい うよ りは浸透
圧ス トレスで 引 き起 こされ る何 らかのイベ ン トを感知 して い る とい う推測 もな されてい る。
その ような推測 に基づ く機能 は、オ.η∫4〃Zαη5のShoAか らは 失われ た とも想像で きる。
本研 究 にお いて、AnHOG経 路 の遮 断はわずかに高浸透圧 感 受性 を引 き起 こす こ とが明 ら
か とな った もの の、酵母HOG経 路 の遮断ほ どの劇 的な影 響 はな か った。 この こ とは、浸.
ηゴ伽Zαη∫がAhHOG経 路以外 にも未知の高浸透圧応答経路 を有 す る ことを示唆 して いる。
浸."∫ぬ1傭 はHoglpホ モログ を二つ持つ とい うことは、経路 の遮 断が劇 的な高浸透圧感 受
性 を引 き起 こす酵母や1》orα∬αとの大 きな違 いであ った。 〃甲κ'の 強制 発現 に よって
乃08オムの高 浸透圧感受性が抑 制 されたこ とか ら、明 らか にMpkCはHoglpホ モ ログとし
てのポテ ンシ ャル を有 して いた。 この研 究に よ り、真核 微生 物 の中で オ.η∫ぬ伽5は 機能性
Hoglpホ モ ログを二つ持つ,とい うことが世界で初 めて明 らか にされた。 しか しなが ら、
卯 κ△が高浸透 圧条件で 目立 った表現型 を示 さなかった こ とか ら、 やは り、オ.η∫4μ1傭は
MAPK経 路以外 の高浸透圧応 答経路 を持つ ことが強 く示唆 され た。DNAマ イ クロア レイ
を用 いた遺伝子 発現解析 や 加9訟 をもとに した高浸透圧感 受性 変異株 のス ク リーニ ング
などを通 じ、 この未知の経路 が解 明され ることが期待 され る。
要約
1M.η'ぬ1αη3のHOG経 路 は、高 浸透圧や酸化ス トレスな どの環境 ス トレス応答 において
二成分性情 報伝 達経路依存的 に活性化 され るこ とを明 らか に した。
2M.π'ぬZα 鷹 のPbsBMAPKKは 、SH3ド メイ ン と結 合 す る た め の 典 型 的 なPro-richmotif
を持 た な い こ とが 強 く示 唆 さ れ た 。
3M.η ゴぬ1α〃5のShoAは 浸透圧 セ ンサー機能 を持つに も関 わ らず、AnHOG経 路 の活性化
には関与 しな いこ とが示唆 され た。
4M.〃'ぬ1α 〃5は 、 ス トレス応 答 性MAPKを 二 つ 持 つ こ と を 明 らか に した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
細胞 は外 界 の浸透圧 の変化 に抗 して恒常性 を維持す るための機構 を備 えている。 この よ うな機構 は
あ らゆる細 胞 に普遍 的に認め られ,浸 透圧応答 と総称 され る。真核 生物の浸透圧応答 の研 究は,遺 伝
的解析 の容易 な出芽酵母(Saccharomycescerevisiae)に おいて最 も進 んでお り,高 浸透圧 に対す るグ リ
セ ロール応答(High-osmolarityglycerolresponse)経 路(HOG経 路)の ほぼ全容が解 明されてい る。一方,
酵母 以外の真核微 生物,糸 状菌の場合 は,酵 母 と異 な り,候 補者 の研 究で は,酵 母 のHOG経 路 中の
重要 な タンパ ク,Hoglpの ホモ ログの存在 は確か め られ てい るが,Hoglpの 欠損 が酵母 では致 死 とな
るの と異な り,Hoglpの ホ モ ログ,HogAの 破壊 が糸状 菌 アスペル ギル ス ニ ドラ ンス(五 甲8碧 ∫伽5
η`伽Zαη∫)で は致死 とな らない こ とを見出 した。これ は糸状菌A漉 伽伽 ∫が頑 強な浸透圧 応答 システ ム
を有す るこ とを示唆 している。
候補者 は,糸 状 菌 アスペル ギル ス ニ ドランスの浸透圧応答経路 の解 明 を 目的 とし,構 成遺伝 子 の
単離 と酵母相 同遺伝子 との比較解析,遺 伝子破壊株 を用い た遺伝学解析 を行 った。
Aη'4μ'伽3の ヒスチ ジ ンキナーゼ を介す る二成 分性情報伝達 経路,TcsB-YpdA-SskAは,酵 母 にお
けるSlnlp-Ypdlp-Ssklpと 類似 の機構 で働 くこ とが予想 され たが,TcsBの 破壊株(TcsB△)が 目立 っ
た表現型 を示 さなか った こ とか ら,Aη 蜘 」θη5はTcsB以 外 にYpdAヘ リン酸基 を転移す る ヒスチ ジン
キナーゼの存在が考 え られ た。また,HOG経 路にお けるマイ トゲ ン活性化 プ ロテイ ンキナーゼ ・キナー
ゼ(MAPKK)の 活性化機構 を解 析す るために,SskA,SskB,PbsBの 破壊 を行 った。 これ ら遺伝 子の
破壊 は高浸透圧感 受性 を示 した,こ の結果 よ り,糸 状菌 アスペル ギル ス ニ ドランスの高浸透圧 応答
経路は,SskAに 制御 され るMAPKKK,MAPKKか ら構成 され てい ることを明 らかに した。
候補 者の研 究か ら,糸 状菌 アスペル ギル ス ニ ドラ ンス の高浸透圧応答 経路(HOG経 路)は 二成
性 情報伝 達経路依存的 に活性化 され,も う一つ他 のSholpを 介す る経路 につ いては,A.η'ゴμ1αη∫では,
浸透圧 セ ンサ ー と しての機能 は持 つ ものの,HOG経 路 の活性 化 に関 与 して いない こ とが示 され た。
またAη'ぬ10η3は 酵母Hoglpの ホモ ねグを二 つもつ こ とを,世 界 では じめて見出 した。これ は,A而 伽 」αη∫
がHOG経 路 の遮 断に対 して も抵 抗性 を示 した理 由に もなっている。
以上候補者 の研 究は,糸 状菌 アスペル ギル ス ニ ドランス の高浸透圧応答経 路 を構成す る遺伝子 の
単離 とそ の機能 を世界で は じめて明 らかに した もので,審 査員一 同,候 補者 は博 士(農 学)の 学位 を
授与 され るに充分 の資格 を有す る と認定 した。
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